Na+, K+-ATPase ソガイヤク PBI-05204 ニ ヨル ノウ キョケツ ショウガイゴ ノ チリョウ コウカ ノ ケントウ by 井筒 美和 et al.
Na+, K+-ATPase阻害薬PBI-05204による脳虚血傷害後の治療効果の検討
－ 78 －
山形医学 (ISSN 0288-030X) 2017；35（2）：78-89
Na+, K+-ATPase阻害薬PBI-05204による
脳虚血傷害後の治療効果の検討
井筒美和，工藤雅哉，川前金幸
山形大学医学部麻酔科学講座
（平成29年２月14日受理）
【緒言】
　Na+, K+-ATPaseは、中枢神経系においてイオン勾配
を維持する重要な役割を果たしているが１）、脳虚血に
よりエネルギー代謝とATP産生が中断されることに
よって、ATPを必要とする酵素機能が傷害されること
がある。Na+, K+-ATPase活性は、中大脳動脈閉塞
（MCAO）において低下し２），３）、再灌流24時間後に活性
は80％であったとの報告がある。Na+, K+-ATPase活
性は、生理学的レベルでの遊離細胞内Ca2+とNa+濃度
を維持するNa+/Ca2+交換体４）および虚血再灌流後の生
理的Ca2+の回復５）に関連しており、強心配糖体のひと
つであるOuabainが誘導するNa+, K+-ATPase阻害は、
細胞内Ca2+の増加と培養皮質ニューロン内のアポトー
シスを引き起こし６）、虚血後のNa+, K+-ATPase活性の
薬理学的回復は、神経保護的であると報告されてい 
る７）。したがって、傷害された脳においてNa+, 
K+-ATPaseレベルを一定に保つことは、組織生存に重
要であるとされている８）。
　一方で、Na+, K+-ATPase阻害薬の脳保護作用を示唆
した報告がある。Wangら９）は、High through put 
抄　　　録
【背景】脳虚血障害においてNa+, K+-ATPase 活性は低下することが知られている。Na+/Ca2+交換系も障
害されるため、細胞内Ca2+濃度の上昇から神経細胞死が誘発されると考えられている。一方で、Na+, 
K+-ATPase 阻害薬であるPBI-05204 (PBI) やその主要成分が高い脳血管関門通過性をもち、脳由来神経
栄養因子(BDNF)を上昇させ、脳神経細胞保護効果を示すことが報告された。PBIは抗腫瘍薬として既
に臨床応用の可能性が示唆されている薬物である。今回、我々はPBI による脳虚血障害後の神経保護作
用を成熟ラット中大脳動脈虚血再還流（MCAO) モデルを用いて詳細に検討した。
【方法】MCAOモデルは雄性成熟Wisterラットを用いて、右外頸動脈よりフィラメントを挿入し、右中大
脳動脈を閉塞させることにより作成した。フィラメントは70分留置した後に抜去し、血流を再開させ
た。PBIは腹腔内投与にて治療効果の検討を開始したが、連続投与で腹腔内癒着が認められたため、経
口投与に変更して実験を行った。 PBI（0, 40, 100, 200 mg/kg/day) は再灌流90分後に初回の投与を行
い、その後６日間連続投与した。 虚血７日後に神経学的、 組織学的評価を行った。また正常ラットに
おけるPBI投与後の非観血的動脈圧測定と、脳中BDNFの測定を行った。
【結果】100 および200 mg/kg/day 群において、対照群と比較して24時間後に神経学的所見の改善を認め
た(P = 0.0005, 0.004)が、7 日後では神経学的、 組織学的所見の改善に有意差はなかった。正常ラット
において、高用量PBI群でコントロール群、低用量群と比較して血圧低下を認めたが、血圧は正常域で
あった。また有意ではないが、PBIの用量依存性に脳中BDNFの上昇を認めた。
【結論】本研究において PBIの経口投与では脳虚血障害に対して長期的な神経保護作用を得るのが困難
であることを明らかにした。その原因としてPBIの 含有成分が投与経路や吸収を制限していることが考
えられる。しかし、PBI の主要成分を用いて投与時期/経路を検討することにより効果が得られる可能
性は高いと考えられ、本研究によって今後検討すべき方向を示すことができた。
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screening platformを用いて、脱酸素・脱グルコース
（OGD）にさらされた新生児ラット大脳皮質スライス
でニューロン生存能力を保存することのできる薬理学
的物質を特定し、その中で特にNerifolinが非常に有
効であると報告した。Nerifolinは、Na+, K+-ATPase
阻害薬として働くことによって、うっ血性心不全や 
不整脈に用いられる強心配糖体と構造的類似性を 
持つ、キバナキョウチクトウ（Thevetia peruviana。
Thevetia nerifoliaとしても知られている）に由来する
植物二次代謝産物である10），11）。Nerifolinの有効性は、
新生児ラット低酸素虚血モデルと成熟ラットMCAO
の急性転帰モデルでさらに調査され、両ケースで病変
量が減少した。以前にOuabainで報告されているよう
に、虚血回復中のある程度のNa+, K+-ATPase阻害は、
潜在的にα2およびα3 Na+, K+-ATPaseアイソフォー
ムとの相互作用を介して、ATPの需要を減少させるこ
とにより治療効果を持つ可能性があると仮定されてい
る１）。さらに、虚血中の細胞内へのCa2+流入は、虚血
の有害反応と広範囲に関連しているが、虚血細胞の回
復に少なくともある程度は、Ca2のレギュレーション
が依存している12），13）。
　Nerifolinは、血液脳関門（BBB）を通過しにくいた
め、臨床開発は難しいと考えられている14）。しかし脳
虚血傷害の治療薬としての強心配糖体の研究への論理
的根拠を提供したといえる。予備実験において我々は
最初に、臨床使用経験が豊富なNa+, K+-ATPase阻害薬
であるジゴキシンの神経保護作用を検討した。低用量
のOuabainとジゴキシンは、OGDにさらされたラット
培養海馬スライスにおいてNa+, K+-ATPase活性を増
加させ15）、in vivoでの神経学的転帰を改善したと報告
がある16）。我々は、ラットの周産期低酸素虚血転帰モ
デルにおいて、さまざまな低毒性用量のジゴキシンで
実験を行った。しかしジゴキシンの低いBBB透過性
のため、脳梗塞巣を減少させる効果は見られなかった
（未発表データ）。
　我々はその研究結果を受けて、同じくキョウチクト
ウの強心配糖体であるNa+, K+-ATPase阻害薬、PBI-
05204について調査した。PBI-05204は高いBBB透過
性を有し、新生児ラットの大脳皮質スライスOGD
アッセイへの投与と、新生児ラットへ虚血前全身投与
の両方で有効性が証明されている17）。また抗がん剤と
して臨床開発中である18）。さらに、PBI-05204は、
OGDによって損傷を受けたラットの脳スライスにお
いて、標準的な神経成長因子と関連している脳由来神
経栄養因子（BDNF）を増加させた19）。
　本試験は限局性虚血性脳卒中に対するPBI-05204の
脳神経保護効果を７日間にわたり検討した始めての研
究である。本研究で提示された段階的なスタディーデ
ザインは、PBI-05204の治療効果の可能性を追求する
ため、さらなる包括的な前臨床試験が必要かどうかと
いう基準で設定された。 我々はまた、PBI-05204によ
る心血管系への影響が脳虚血の悪化に寄与する可能性
を調査するため正常ラットにおけるPBI-05204投与後
の平均動脈圧（MAP）の測定を行い、in vivoにおける
BDNFへの効果についても検討したので報告する。
【対象と方法】
　これらの試験はデューク大学のAnimal Care and 
Use Committeeによって承認された。中大脳動脈閉塞
（MCAO）試験で使用する成熟オスウィスターラット
（250～300 g）をHarlan Sprague Dawley, Inc.社（イン
ディアナポリス）から購入した。
中大脳動脈閉塞 （MCAO）
　我々は実証されたラット一過性MCAOモデルを利
用した20），21）。ラットは手術前夜に絶食とした。５％イ
ソフルランで麻酔を導入し、気管挿管した。1.3～
２％のイソフルランで麻酔を維持し、手術中は30％O2
で機械換気とし、尾動脈カテーテルと頭蓋骨膜温度
サーミスタを留置した。凝血を防止するために50 IU
のヘパリンを尾動脈より投与した。平均動脈圧
（MAP）を継続的にモニターして、血液ガス（pH, 
PaO2, PaCO2）とグルコースを測定するために、動脈血
を採取した。体表面の加温と冷却によって頭蓋骨膜温
度を37.5℃ ± 0.2℃に調整した。
　過去に提唱されている修正型MCAOを用いて20），22）、
ラットにMCAOの準備をした。頸部腹側正中切開を
行い、右総頸動脈を同定した。外頸動脈（ECA）を露
出し、結紮、分離した。内頸動脈（ICA）を、翼突口
蓋動脈起始部が見えるようになるまで遠位で切断し、
総頸動脈を一時的に閉塞した。ナイロンモノフィラメ
ント（直径0.25 mm）の遠位0.5 cmをシリコンで被覆
したもの（直径0.38 mm）をECA断端に挿入し、わず
かな抵抗が感じられるまで挿入して、70分間ICAに留
置した（頸動脈分岐部から約19～20 mm）。70分の
MCAOの後で、潅流を回復させるためにフィラメント
を引き抜いて、創傷を縫合糸で閉鎖して、0.1 mlの
0.25％ブピバカインを創部に染み込ませた。閉創後、
尾動脈カテーテルを取り外した。 イソフルランを中
止して、頭蓋骨膜サーミスタを取り外した。麻酔から
回復した後に、抜管した。その後ラットは30％ O2の 
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２Lのアクリルボックスに85分間留置したのちに、
ホームケージに戻してエサと水に自由にアクセスでき
るようにした。
神経機能の測定
　MCAOラットに対し、過去に報告されている標準神
経学的評価を行った20），21），23）。この評価システムでは４
つの異なる機能（全身状態、単純運動障害、複雑運動
障害、感覚障害）を評価した。各ラットに与えられた
スコアは、４つすべての個々のスコアの合計で、０が
最小（最良）スコアで48が最大（最悪）スコアであっ
た。この評価システムは、脳梗塞サイズとよく相関し
ていることが示されている23）。神経機能の評価は群の
割り付けに盲検化された観察者がおこなった。
ロータロッド
　実験３と４において、MCAOの１日前と７日後に
ロータロッドの測定をおこなった。回転速度が５分間
かけて４から40 rpmに加速するロータロッド試験機
器（ENV-577, Med Associates Inc.社、バーモント州
ジョージア）をもちいて、ラットが加速するロータ
ロッドに留まり続けることができる時間（秒で測定）
を過去の報告のように記録した24），25）。各試験日に、15
分の試験間隔で、３試験を行った。各日の最良成績を
記録した。
脳梗塞量の測定
　脳梗塞は過去に報告されている方法を用いて測定を
行った20），21）。神経学的評価後に、ラットの体重を測定
し、イソフルランで麻酔して、脳組織の摘出を行った。
実験１、３、４では脳組織を－20℃の2-メチルブタン
の中で急速凍結し、 Swansonらの方法を用いて脳梗
塞量を測定した26）。梗塞の吻側-尾側範囲にわたって
720 µmの間隔で、クリオトームを用いて、連続した４
つ一組の20 µm厚の冠状切片を採取した。切片を乾燥
させて、HE染色 をほどこした。各720-µm間隔からの
代 表 的 な 切 片 を、画 像 分 析 器（MCID EliteTM，
Interfocus Imaging社，英国リントン）で制御されたビ
デオカメラでデジタル化した。各切片の画像を1280 
X 960-ピクセルマトリックスとして保存して、ビデオ
モニター上に表示した。実験条件に盲検化された観察
者が以下の領域の測定を行った：非梗塞部同側大脳皮
質、非梗塞部同側皮質下部、対側大脳皮質および対側
皮質下部。各領域の面積（mm2）を領域内に含まれる
較正ピクセルの自動計測によって決定した。非梗塞部
同側大脳皮質および皮質下部面積を、対応する対側領
域値から差し引いて、梗塞量（mm3）を、差し引かれ
た梗塞領域に正射形として計算された梗塞の吻側－尾
側範囲にわたる切片間の既知の間隔（例えば720 µm）
を乗じた累積和として計算した25）。
　実験５と６では2,3,5-塩化トリフェニルテトラゾリ
ウム（TTC）を用いて、脳梗塞量を評価した。MCAO
からの再灌流の30時間後に、新鮮脳を2 mm厚の冠状
連続切片に切り分けて、色の変化が安定するまで（< 
30分）、37.5℃で２％のTTCで染色した。その後、脳
スライスを10％のホルマリンで保存した。上述のよう
に、脳梗塞量を平面画像化と減法分析を用いて測定し
た。
実験１：ラットMCAOにおけるPBI-05204腹腔内投与
の効果
　ラットに70分間のMCAOを行った。再灌流開始の
85分後に旋回行動を示さなかったラットは、さらなる
試験から除外した。その後、ジメチルスルホキシド/
ポリエチレングリコール、50:50 v/vに溶かしたPBI-
05204の各容量群（0, 5, 10または20 mg/kg/日）にラッ
トを無作為に割り付けた17）。Vehicle群の総注入量はす
べての実験で0.3 ml（約0.5 mg/kgジメチルスルホキシ
ド）であった。各投与量は、以前の報告で新生児ラッ
トに投与された量を参考に規定した17）。再灌流開始の
90分後に投与を開始し、その後さらに６日間、同一用
量で毎日腹腔内投与を行った（１群につきn = 18）。体
重を終日測定した。MCAOの24時間後と７日後に、群
の割り付けに盲検化された観察者が神経学的スコアを
測定した。
実験２：PBI-05204腹腔内投与によって誘発された腹
部炎症
　実験１においてPBI-05204を腹腔内投与されたラッ
トで体重減少を観察したため、我々は、これがPBI-
05204の腹腔内投与によって引き起こされたか調査し
た。正常ラットを、７日間、１日１回20 mg/kgのPBI-
05204腹腔内投与群、またはVehicle腹腔内投与群に無
作為に割り付けた（１群につきn = 4）。体重を終日測
定した。８日目に開腹し腹腔内を調査して、標準評価
システムを用いて癒着を測定した27）。腹部を４つの領
域：肝臓と大綱、大綱と腸壁、腸と腹壁および腸と胃
の間に分けた。スコア0=癒着なし、1 = １～３個の分
離した癒着、2 =３個以上の明瞭な分離した癒着、3 = 
広範なシート状の癒着で総計最大12のスコア化を行っ
た。
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実験３：ラットMCAOにおけるPBI-05204経口投与の
用量依存効果
　実験２の結果をふまえて、我々はPBI-05204の投与
経路を腹腔内投与から経口投与に変更して試験を行っ
た。PBI-05204の相対的経口バイオアベイラビリティ
は約30％と計算されていた28）。既知のバイオアベイラ
ビリティを補うために、この実験ではPBI-05204の経
口投与用量を増量した。上述のように、ラットに70分
間のMCAOを行った。旋回行動確認後、MCAO90分後
にPBI-05204（40, 100 mg/kg/日）またはVehicleの投与
を開始し、さらに続けて６日間連続投与した（１群に
つきn = 20）。MCAOの24時間後と７日後に神経機能
を評価した。MCAOの１日前と７日後にロータロッ
ドを行い、MCAOの７日後に、脳梗塞巣の測定を行っ
た。MCAOの24時間後の神経学的検査を除いて、実験
条件に盲検化された観察者が、すべての測定を行っ
た。
実験４：ラットMCAOにおける高用量PBI-05204の効
果
　実験３で100 mg/kg/日のPBI-05204を投与されたラ 
ットにおいて、24時間後の神経学的所見に統計的有意
な改善効果を観察した。７日目の神経学的スコアに
vehicle群との統計的差違はなかったが、PBI-05204 
100 mg/kg/日群での改善傾向は明らかに認められた。
これは潜在的なPBI-05204の有効性を示唆しており、
高用量はより有効である可能性があると考え、我々
は、経口投与量を100 mg/kg/日から200 mg/kg/日に増
量して、実験３と同様の調査を行った。
実験５：PBI-05204の急性期の効果
　この時期に、OGD下脳皮質スライスの介在研究で、
短期のPBI-05204治療のみが長期回復パラダイムにお
いて有効であることが分かった（Donald Lo, 未発表）。
持続的なPBI-05204投与は毒性をもつ可能性があると
いうことも明らかになり、その所見とともに、実験３
と４で急性期にのみの非盲検下で神経学的スコアの改
善がみられたという結果から、盲検下に24時間後の神
経学的スコアと脳梗塞巣を評価する実験５を行った。
70分のMCAOを施行したのち、その90分後および20時
間後に、PBI-05204（50または100 mg/kg）または
Vehicleを 経口投与した（１群につきn = 15）。 MCAO
の26時間後に、盲検化された観察者が標準神経学的検
査を行った。その後、上述のように脳梗塞量を測定す
るために、脳組織を摘出してTTCで染色した。
実験６：PBI-05204前投与の急性期の効果
　その後、我々は、虚血前にPBI-05204が投与された
場合の急性転帰について評価した。MCAOの24時間
前および２時間前に、50または100 mg/kgのPBI-
05204、Vehicleまたは0.9％生理食塩水群を無作為に
割り付けたラットに経口投与した（１群につきn = 10。
0.9％生理食塩水群は、ジメチルスルホキシドの神経
保護効果の可能性を検討するために、コントロールと
して設けた。）。MCAOはこれまでと同様に行い、
MCAOの60分後に旋回がない場合は除外した。
MCAOの24時間後に、神経機能と脳梗塞量を評価し
た。
実験７：平均動脈圧（MAP）と脳由来神経栄養因子
（BDNF）へのPBI-05204の効果
　MAPを測定するために、非侵襲的テールカフシス
テムを使用した（MRBP血圧システム、IITC Life 
Science社、カリフォルニア州ウッドランドヒルズ）。
正常ラットを３日間、血圧測定の刺激に慣れさせてか
ら、PBI-05204（100ま た は200 mg/kg/日）ま た は
Vehicleを２日間経口投与した（１群につきn = 4）。そ
れぞれ投与開始３時間前と投与２時間後にMAPを測
定した（図１）。
　その後、脳を摘出して、－80℃で保存した。大脳半
球を氷の上で解凍して、Complete Miniプロテアーゼ
インヒビターカクテル錠（Roche社、インディアナ州
インディアナポリス）と17 µg/mlのPMSFが補充され
た100 mMのトリス/HCl pH 7、２％のBSA、1 Mの
NaCl、4 mMのEDTA、２％のトリトンX-100および
図１．平均動脈圧（MAP）測定のプロトコル。正常ラット
を３日間、血圧測定の刺激に慣れさせたのち、２日間PBI-
05204（100または200 mg/kg/日）またはVehicleが経口投
与されるように無作為に割り付けた（１群につきn = 4）。
各治療日に、治療の３時間前と治療の２時間後にMAPを
測定した。最終測定後に、ラットを安楽死させて、BDNF
分析のために、脳組織を摘出した。
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0.1％のアジ化ナトリウムを含有する冷たい溶解バッ
ファーの中で均質化した。14,000 x gでの30分間の遠
心分離後上澄みを採取し、BDNF ELISA（ChemiKine 
BDNF sandwich ELISA kit；EMD Milipore社，マサ
チューセッツ州ビレリカ）で分析した。Absolutely 
RNA miniprep kits（Agilent Technologies/Stratagene
社、カリフォルニア州ラホヤ）を用いてRNAも採取し
た。一定分量（500 ng）のRNAを、オリゴdTプライ
マーとSuperscript II（Invitrogen社、カリフォルニア
州カールスバッド）での逆転写に使用した。得られた
cDNA試料を、ViA 7リアルタイムPCR機器（Applied 
Biosystems社）上 でBulseye EvaGreen-low ROX
（MidSci社、ミズーリ州セントルイス）とイントロン
スパニングBDNFプライマーを用いて、遺伝子転写 
物の定量PCRに使用した29），30）。各試料を３回測定し
GAPDHを用いてRNA回収とサンプル処理を標準化し
た。
統計解析
　実験群への割り付けはマイクロソフト・エクセルの
乱数表を用いて無作為に行った。BDNF発現、生理学
的データ、神経学的スコア、ロータロッドおよび脳梗
塞巣は、一元配置ANOVAで比較した。有意差が認め
られた場合や、２つを超える実験条件が使用されたと
きには、事後解析で群間差に対してBonferroniの多重
比較検定を行った。連続体重とMAP値は、反復測定
ANOVAで比較した。P < 0.05を統計的有意と見なし
た。統計解析はPrism 5.0aソフトウェア（カリフォル
ニア州ラホヤ）を用いて行った。
【結果】
実験１：ラットMCAOにおけるPBI-05204腹腔内投与
の効果
　虚血前後の体重、MAP、体温、血液ガス分析結果等
生理学的検査値に群間差はなかった（表１、n = 14～
17）。Bonferroniの多重比較検定では時間経過と群間
の両方で体重が有意に低下していたが（P < 0.0001）、
７日目の体重に関して事後一元配置ANOVAを実施し
たところ、群間差は認めなかった（P = 0.66）（図２Ａ）。
PBI-05204は、24時間（P = 0.40、図２Ｂ）および７日
表１．実験１からの生理学的データ
　　　（虚血後の腹腔内PBI-05204投与）
図２．ラットMCAO後腹腔内にPBI-05204を投与後の神経
学的所見（n = 14-17）。無作為化と治療開始は再灌流90分
後であった。（A）投与後７日間の体重変動。時間（P < 
0.0001）と群（P < 0.0001）の両方で有意差が認められた。
７日目の体重に関して行った事後一元配置ANOVAで、群
間差は見られなかった（P = 0.66）。（B）と（C）は、MCAO
の24時間後または７日後の神経学的スコアを表している。
PBI-05204は、24時間後（P = 0.40）または７日後（P = 
0.41）の神経学的スコアを変化させなかった。（A）は 平均 
± SD、（B）と（C）は、各個体の値と群の平均値を表して
いる。
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目（P = 0.41、図２Ｃ）の神経学的スコアを変化させな
かった。そのため、脳梗塞量は測定しなかった。
実験２：PBI-05204腹腔内投与によって誘発された腹
部炎症
　実験１において、反復腹腔内 PBI-05204投与と関連
してラットの体重が減少したため、我々はこれが注入
液への腹腔内反応に起因するかどうかを検討した。正
常ラットを用いたこの実験で、７日間の20 mg/kg 
PBI-05204腹腔内投与は体重に有意な変化を引き起こ
さなかった（P = 0.61、１群につきn = 4）。しかし、腹
部癒着が、PBI-05204で治療された４匹のラットのう
ち３匹で見られ（平均癒着スコア = 2 ）、Vehicle投与
ラットでは見られなかった。これによって、我々は腹
腔内投与を中止し、その後の試験は経口投与で行うこ
とを決定した。
実験３：ラットMCAOにおけるPBI-05204経口投与の
用量依存効果
　生理学的検査値は、実験１で報告された値に類似し
ており、群間差はなかった（データ未公開、１群につ
きn = 20）。７日目のロータロッドの結果に群間差は
なかった（P = 0.71、図３Ａ）。MCAO24時間後の神経
学的検査の結果で、Vehicle群と比較して経口PBI-
05204　100 mg/kg群は神経機能を改善した（P = 
0.0005、図３Ｂ）。しかし、MCAO ７日後の結果には
群間差はなかった（P = 0.27、図３Ｃ）。同様に、皮質
（P = 0.51）、皮質下（P = 0.14）または総脳梗塞量（P 
= 0.37）に差はなかった（図３Ｄ）。
実験４：ラットMCAOにおける高用量PBI-05204の効
果
　生理学的所見に群間差は見られなかった（データ未
公表、１群につきn = 20）。実験３においてPBI-05204
　100 mg/kg/日群で見られたように、PBI-05204　
図３．ラットMCAOにおけるPBI-05204経口投与の用量依
存効果（１群につきn = 20）。(A)７日目のロータロッドの
成績をベースラインからの％変化で示した（P = 0.71，平
均 ± SD）。(B) 経口PBI-05204（100 mg/kg/日）は、vehicle
と比較して、MCAOの24時間後の神経機能を改善した（P 
= 0.0005）。(C) MCAO７日後の神経機能に群間差はな
かった（P = 0.27）。(D) 総脳梗塞量（P = 0.37）。(B)(C)(D)
は各個体の値と群の平均値を表している。
図４．ラットMCAOにおける高用量PBI-05204の効果（１
群につきn = 20）。(A)７日目のロータロッドの成績を
ベースラインからの%変化で示した（P = 0.41，平均 ± 
SD）。(B) 経 口PBI-05204（200 mg/kg/日）は、vehicleと
比較して、MCAOの24時間後の神経機能を改善した（P = 
0.0004）。(C) MCAOの７日後に群間差はなかった（P = 
0.66）。(D) 総脳梗塞量（P = 0.37）。(B)(C)(D)は各個体の
値と群の平均値を表している。
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200 mg/kg/日群は、Vehicle群と比較してMCAO24時間
後に神経機能の改善を示した（P = 0.004、図４Ｂ）。し
かし、７日後に測定された神経機能（P = 0.66）、ロー
タロッド（P = 0.41）および皮質（P = 0.45）、皮質下
（P = 0.07）、総脳梗塞量（P = 0.65）は、群間で差はな
かった（図４Ａ，Ｃ，Ｄ）。
実験５：MCAO後のPBI-05204の急性期の効果
　生理学的所見は実験１で報告された値に類似して、
群間で差は見られなかった（データ未公表、１群につ
きn = 15）。いずれのPBI-05204用量（50または100 
mg/kg）も、神経学的スコア（P = 0.25）、皮質（P = 
0.14）、皮質下（P = 0.49）や総脳梗塞量（P = 0.11）
を変化させなかった。図５を参照。
実験６：PBI-05204前投与の急性期の効果
　生理学的所見ではMCAO 15分後のMAPで群間差が
認められたが（Vehicle = 80 ± 6、生理食塩水 = 79 ± 
9 mg/kg、50 mg/kg = 89 ± 10 mm Hg、100 mg/kg = 87 
± 7 mm Hg、P = 0.03、１群につきn = 10）、その他の生
理学的所見に群間差はなかった（データ未公表）。
PBI-05204の前治療は、神経学的スコア（P = 0.84）、
皮質（P = 0.24）、皮質下（P = 0.59）や総脳梗塞量（P 
= 0.34）を変化させなかった。Vehicle（メチル・スル
ホキシド/ポリエチレン・グリコール、50:50 v/v）の効
果も認められなかった（図６Ａ，Ｂ）。
実験７：平均動脈圧（MAP）と脳由来神経栄養因子
（BDNF）へのPBI-05204の効果を判定
　PBI-05402 200 mg/kg群のMAPは、Vehicle群とPBI-
05204 100 mg/kg群よりも低値であった（P < 0.05，図
７Ａ）。Vehicle群とPBI-05204 100 mg/kg群との間に
有意差は認められなかった。BDNFにおいては 
mRNAとタンパク質へのPBI-05204の用量依存性の効
果が認められたが、群間に統計学的有意差はなかっ
た。（それぞれP = 0.54と= 0.10，図７Ｂ，Ｄ）。１群につ
きn = 4。
【考察】
　キョウチクトウの抽出物（Oleander extract）である
Na+, K+-ATPase阻害薬PBI-05204は、2007年９月に
FDAから“botanical drug（植物薬）”として入手され
た18）。マウスの薬物動態試験において、キョウチクト
ウの主な活性成分だけを精製したOleandrinと比較し
て、Oleander extractはBBB透過性が高くより長く脳
内にとどまることが示されたため28）、PBI-05204を用
いた実験を計画した。本剤は治療域が狭いといわれて
図６．PBI-05204前投与の急性期の効果（１群につきn = 
10）。無作為化と治療開始はMCAOの24時間前であった。
MCAOの24時間後に神経学的評価を行い、その直後に脳組
織を摘出して脳梗塞量の測定をおこなった。(A)神経学的
スコア（P = 0.84）。(B)総脳梗塞量（P = 0.34）。図は各個
体の値と群の平均値を表している。
図５．MCAO後のPBI-05204の急性期の効果（１群につき
n = 15）。無作為化と治療開始は再灌流の90分後であっ
た。(A)神経学的スコア（P = 0.25）。(B)総脳梗塞量（P = 
0.11）。図は各個体の値と群の平均値を表している。
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いる強心配糖体であるため、ジギタリス中毒に代表さ
れるような心循環毒性の可能性が考えられるものの、
実験では中毒域を下回る用量を用いて行われた。
　PBI-05204の腹腔内投与を用いた最初の実験で我々
は、PBI-05204内の精製されていない植物抽出物性の
化学物質が腹部炎症を引き起こし、持続的な腹腔内投
与が腹部癒着を誘発するため、正常な消化管機能に影
響を及ぼすことを認めた。BBB通過性を調査するた
めに腹腔内注射を用いたPBI-05204の全身投与の研究
では17）、PBI-05204投与が単回注射であったために腹
腔には影響を与えなかった。そこで、我々は、本研究
における投与経路を腹腔から経口に変更して実験を継
続した。実際、有効性を示したPBI-05204での今日ま
での前臨床研究のほとんどは、経口投与で行われてい
る31）。
　本研究において我々はまず臨床応用を考えて虚血90
分後にPBI-05204投与する実験を行った。連続投与７
日目のアウトカムにおいて数値的には用量依存性に神
経学的スコアおよび脳梗塞量の減少を認めたが、統計
学的に有意ではなかった。さらに、虚血前の短期治療
の実験を行ったが、神経学的および組織学的転帰の改
善を認めることができなかった。虚血再灌流モデルは
再灌流後のフリーラジカル産生等による細胞障害が虚
血による障害の大きなウエイトを占めると考えられて
おり、Sakamotoらはフリーラジカル産生が再灌流５
分後にピークをむかえ、その程度は虚血時間と相関す
ると報告している32）。虚血前から虚血後におけるPBI-
05204投与のタイミングとその量については更に工夫
する必要があるかもしれない。
　実験７において、高用量PBI-05204群が他の群と比
較してMAPを低下させるものの、低下時の血圧は正
常範囲内にあったことを認めた。この結果は、PBI-
05204の心血管系への影響は軽度であり、虚血組織へ
の側副血流を損なうことでMCAO傷害後の転帰に関
与する可能性は低いことを示唆している。その実験内
で我々は、mRNAとタンパク質の両レベルにおける
BDNFを測定したが、最高用量を用いたときでさえ
も、BDNFの有意な上昇は認めなかった。BDNFは、
神経可塑性と神経機能の改善に重要な役割を果たすこ
とが示されている33）。２つの別々のグループが、脳の
可塑性を促進し脳卒中後の機能的回復を増進するため
に、虚血性傷害後にBDNFが増加すると報告してい 
る34），35）。さらに、Na+, K+-ATPase阻害薬Ouabainの海
馬内投与がNF-κBの活性化を誘発して、BDNFの増
加を引き起こすとの報告もある36）。また、最近の試験
において、PBI-05204はBDNFの増強に関連しており、
OGDによって損傷を受けた脳スライスに神経保護作
用をもたらしたと報告されている19）。本研究では実験
に正常ラットを用いたことでPBI-05204によるBDNF
への影響が少なかった可能性があり、脳梗塞ラットを
用いた実験においては異なる結果を示すかもしれな
い。
　総合すると、PBI-05204は実験的脳卒中および低酸
素状態にさらされた脳スライスにおいて神経保護作用
をもたらす可能性があるが、この有効性は限定的であ
ると言える。そしてPBI-05204の中枢神経系への治療
応用に対する主な障害は、植物抽出物の有効成分とは
別の化学物質であるかもしれないと推測される。その
化学物質のために、腹腔内投与や経口投与において、
有効成分が十分な高濃度に到達しなかった可能性があ
る。
　近年の研究においてOleandrinによりPBI-05204で
見られたような脳スライス内でのBDNF増加を示す可
能性が明らかになった19）。Oleandrinは腹腔内および
静脈内へも投与が可能であり、PBI-05204と比較する
図７．平均動脈圧（MAP）と脳由来神経栄養因子（BDNF）
へのPBI-05204の効果（１群につきn = 4）。治療スケ
ジュールは図１を参照。PBI-05204治療の48時間後に、高
用量PBI-05204はMAPを低下させた（P < 0.05）(A)。
BDNF mRNA(B)またはBDNFタンパク質レベル(C)に影
響はなかった。(A)(B)(C)は 平均 ± SD。
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とその程度は弱いものの、脳組織へスムーズに移行
し、長く残存する可能性は高い。加えてOleandrinは、
抗がん剤としての治療可能性も有し、Na+, K+-ATPase
のα-3サブユニットへの作用によってヒトのがん細胞
増殖を有意に減少させることが示されている37）。さら
に、Oleandrinは抗HIV療法の新しい候補としても大
きな注目を集めている38）。これら様々な疾患に対する
ポジティブな前臨床試験の結果は、ヒトへの適応を進
める上で有望であると考えている。
　厳密なプロトコール下のin vitroデータにもかかわ
らず、我々の治療設定においてはPBI-05204の脳神経
保護効果を示すことができなかった。しかしながらこ
の結果は、Na+, K+-ATPase阻害の脳虚血に対する治療
効果を否定するものではなく、Oleandrinをはじめと
したPBI-05204の主な活性成分に関しては、脳虚血障
害の治療上有用である可能性を残しており、BDNF発
現に関連したさらなる調査が必要であると考える。
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Na+, K+-ATPase Inhibition in Ischemic Brain Injury
Miwa Izutsu, Masaya Kudo, Kaneyuki Kawamae
Department of Anesthesiology, Yamagata University Faculty of Medicine
Background and purpose: Na+, K+-ATPase inhibitor PBI-05204 is the extract of nerium oleander. 
PBI-05204 decreases neuronal death and increases brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in brain 
slices exposed to oxygen-glucose deprivation. This study was designed to examine the eficacy of PBI-
05204 in treating rats with focal cerebral ischemia.
Methods: Wister rats underwent intraluminal middle cerebral artery occlusion (MCAO) for 70 min. 
Intraperitoneal or oral PBI-05204 treatment was begun 90 min after reperfusion onset. The 
post-treatment efects were assessed at 24 hours and 7 days after MCAO. Also, the pre-treatment efect 
of oral PBI-05204 was evaluated at 24 hours after MCAO. In addition, we investigated whether blood 
pressure and BDNF were afected by PBI-05204 in normal rat.
Results: Intraperitoneal PBI-05204 induced abdominal inflammation. 100 and 200 mg/kg/day of oral 
PBI-05204 improved neurological outcome at 24 hours post-MCAO (P = 0.0005, 0.004, respectively). 
However, the diference between PBI-05204 and control at 7 days did not reach statistical significance. 
Pre-treatment of PBI-05204 did not alter treatment outcomes. BDNF was slightly increased by 
PBI-05204, but not significant. 
Conclusion: We found smal efects of PBI-05204 on 7-day focal ischemic outcome and BDNF. Diferent 
results might be obtained from the purified principal component of PBI-05204 that alows currently 
assessed administrations.
Key words : Na+, K+-ATPase inhibitor, middle cerebral artery occlusion, BDNF, rat
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